Apparatus for highly sensitive detection of photosynthesis herbicides in 
water, e.g. for toxicity testing of drinking water, comprising fluorometer foi 
determining effect on chlorophyll fluorescence in biological samples 
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Abstract of DE1 991 0436 

In apparatus for detecting photosynthesis herbicides (I) in water, by determination of chlorophyll 
fluorescence and quantum yield in biological samples, (i) a stronger light flash is used before 
establishing the fluorescence yield; and/or (ii) 2 identical. chambers are used for the fluorescence 
determination, each containing a suspension of the sample either in the test water or in pure water. 
Apparatus for detecting contamination of water by photosynthesis herbicides (I), by determination of 
chlorophyll fluorescence and the photochemical quantum yield of photosystem II in photosynthetically 
active biological samples (II), uses measuring light pulses to establish the fluorescence yield and 
saturating light pulses in the second region to give the maximum fluorescence yield (Fm). The novelty 
is that: (i) before establishing the actual fluorescence yield (F), a stronger flash of light (pre-flash) is 
applied, so that each photosystem II unit lacks at least one light quantum, and the time between the 
pre-flash and establishing the actual fluorescence yield is adjusted (to ca. 1 second), such that the 
fluorescence increase induced by the pre-flash is relaxed in non-inhibited photosystem II units, while it 
remains in inhibited photosystem II units; and/or (ii) two identical adjusting measuring chambers are 
used for the fluorescence determination, one containing a suspension of (II) in the water to be tested 
and the other containing a suspension of (II) in pure water, so that illumination of the two samples to 
determine the fluorescence yields F and Fm are carried out under identical conditions and the ratio of 
the quantum yields determined from these measured values gives the percentage inhibition of 
photosynthesis by (I) in the water to be tested. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

® Zweikanal-ChlorophyllfluorometerfurToxizitat- Biotests 

® Die Erfindung betrifft ein Chlorophyllfluorometer mit 

synchron angesteuerten LEDs und einem Mikroprozes- 

sor-kontrollierten Lichtpulsprogramm zur Bestimmung 

der Quantenausbeute von Photosystem II. Das Lichtpuls- 

programm umfaBt ein en sattigenden Blitz kurz vor Mes- 

sung der Fluoreszenzausbeute zwecks Unterscheidung 

gehemmter und ungehemmter Photosystem ll-Einheiten. 

Das MeBsystem ist mit zwei identischen MeSkammern 

zur Aufnahme einer Kontrollprobe und einer zu untersu- 

chenden Probe ausgerustet. Kleine Herbizid-bedingte Un- 

terschiede werden auch dann erfaBt, wenn die Quanten- 

ausbeuten der Einze!proben infofge von Vorbelichtung 

der Alterung absinken. Durch Verwendung starker, aber 

kurzer MeKlichtpulse, sowie aufgrund effizienter Fluores- 

zenzsammlung ist das Signal/Rausch-Verhaltnis auch bei 

verdunnten Proben (< 1 ug Chlorophyll/ml) hoch. Das 

Zweikanal-Chlorophyllfluorometer eignet sich zur Kon- 

zentrations-Bestimmung von Photosynthese-Herbiziden 

in Wasserproben, unter Verwendung einzelliger Algen 

oder isolierter Protoplasten, Chloroplasten und Thylakoi- 

de. Von besonderer praktischer Bedeutung sind Messun- 

gen mit Suspensionen standard isierter, gefriergetrockne- 

ter Thylakoide. Bei diesem Thylakoid-Biotest- System liegt 

die Erfassunsgrenze fur Photosynthese-Herbizide unter- 

halb des in der Trinkwasserverordnung festgelegten ma- 

ximalen Gehalts von 0,1 pg/l je Wirkstoff. 
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Bescbreibung 

Die Erfindung betrifft eine MeBeinrichtung nach dem 
Oberbegriff der nebengeordneten Anspriiche 1 und 2. 

Eine derartige MeBeinrichtung ist bereits aus der Patent- 5 
scbrift DE-PS 35 18 527 Al bekannt. Die auf der Grundlage 
dieser Paten tschrift hergestellten sogenannten PAM-Fluoro- 
raeter (PAM, als Abkiirzung fur Puis- Amplituden-Modu la- 
tion) charakterisieren den bisherigen Stand der Technik in 
der Detektion von Herbiziden in Wasserproben mit Hilfe 10 
von photosynthetisch aktiven Organismen und Chlorophyll- 
fluoreszenzmessungen (R. Conrad, C. Btichel, C. Wilhelm, 
W. Arsalane, C. Berkaloff und J.-C. Duval. Changes in yield 
of in-vivo fluorescence ofehlorophyll a as a tool for selective 
herbicide monitoring. J. of Applied Phycology 5: 505-516, 15 
1993; J. Bausch-Weis, S. Overmeyer und H. SchnabL Chlo- 
roplast thylakoids as a herbicide indicator in drinking water. 
Vom Wasser 83: 235-241, 1994); S. Trapmann, N. Etxebar- 
ria, H. Schnabl und K.-H. Grobecker. Progress in herbicide 
determination with the thylakoid bioassay. Environ. Sci. & 20 
Pollut Res. 5: 17-20, 1998). Bei den PAM-Messungen wird 
die Fluoreszenz mit usec-MeBlichtpulsen periodisch ange- 
regt und das pulsmodulierte MeBsignal, welches die Fluo- 
reszenzausbeute (F) widerspiegelt, wird selektiert verstarkt. 
Zur Bestimmung der photochemischen Quantenausbeute 25 
von Photosystem IT in photosynthetisch aktiven Organismen 
wird die Lichtintensitat kurzfristig (fur ca. 1 sec) stark er- 
hoht (Applikation von sattigenden Lichtpulsen), so daB 
durch eine voriibergehende Sattigung der Energieumwand- 
lung in den Reaktionszentren von Photosystem II die Fluo- 30 
reszenzausbeute auf einen maximalen Wert (Fm) steigt. Die 
dabei erfolgende relative Fluoreszenzerhohung, (Fm-F)/Fm, 
stellt eine weitgehend anerkannte MaBzahl fur die Quanten- 
ausbeute der photochemischen Energieumwandlung in Pho- 
tosystem n-Reaktionszenrren dar (B. Genty, J.-M. Briantais 35 
und N. Baker. The relationship between the quantum yield 
of photosynthetic electron transport and quenching of chlo- 
rophyll fluorescence. Biochem. Biophys. Acta 990: 87-92, 
1989). Diese Quantenausbeute wird in dem MaBe emiedrigt, 
wie der primare Elektronenakzeptor von Photosystem EL 40 
(Qa) in den reduzierten Zustand uberfuhrt wird. Im Extrem- 
fall, wenn bei Lichtsattigung die lichtgetriebene QA-Reduk- 
tion wesentlich schneller ist als die als Dunkelreaktion ab- 
laufende QA-Oxidation durch den sekundaren Akzeptor 
(Qb) und den sich anschlieBenden Elektronenspeicher (so- 45 
genannter Plastochinon-Pool), ist Qa vollstandig reduziert 
und die photochemische Quantenausbeute ist null. Alle Her- 
bizide, welche den photosynthetischen ElektronenfluB hem- 
men, verlangsamen den AbfluB von Elektronen an der Ak- 
zeptorseite von Photosystem II und erhohen dadurch die 50 
Fluoreszenzausbeute, F, wobei sie gleichzeitig die Quanten- 
ausbeute, (Fm-F)/Fm, erniedrigen. Dies gilt insbesondere 
fur Photosystem II-Herbizide, welche zwischen dem prima- 
ren Akzeptor Qa un d dem sekundaren Akzeptor Qg binden. 
Auf diesen physiologischen Grundlagen basieren praktisch 55 
alle bisher angewandten Verfahren zur Bestimmung der 
Herbizid-Konzentration in Wasserproben mit Hilfe photo- 
synthetisch aktiver Systeme, wie einzelligen Algen und iso- 
lierten Chloroplasten, Thylakoiden oder Protoplasten, unter 
Verwendung von Standard-PAM-Ruorometem. Die Gren- 60 
zen dieser Verfahren, und damit die Erfassungsgrenzen fur 
Photosynthese-Herbizide, werden vor allem durch die fol- 
genden Probleme bedingt: 

a) Damit die Bindung von Photosystem II-Herbiziden 65 
zu einer maximalen Senkung der Photosystem II- 
Quantenausbeute fiifirt, muB sichergestellt werden, daB 
die gehemmten Zentren bei Messung der Fluoreszenz- 
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ausbeute (F) reduziert vorliegen. Im Prinzip kann die- 
ses Ziel zwar durch eine hohe MeBlichtintensitat oder 
durch Hintergrundlicht erreicht werden. Dabei ergeben 
sich jedoch Nebenwirkungen durch die Vorbelichtung, 
welche sich in der Praxis besonders dann als storend er- 
weisen, wenn zum Erreichen einer ausreichend hohen 
MeBgenauigkeit zahlreiche Messungen gemittelt wer- 
den mussen. Weiterhin darf die Lichtintensitat nicht so 
hoch sein, daB sekundare Elektronentransportschritte 
limitierend werden und dadurch auch ein Teil der unge- 
hemmten Reaktionszentren reduziert vorliegt. 

b) Das biologische Untersuchungsmaterial zeigt in der 
aktuellen Quantenausbeute von Photosystem E eine 
Variabilitat von mehreren Prozent, welche bei einzelli- 
gen Algen und Protoplasten unter anderem auf vielfal- 
tige Wechselwirkungen des Photosyntheseapparates 
mit anderen Stoffwechselprozessen zuriickzufuhren ist 
und bei isolierten Chloroplasten und Thylakoiden vor 
allem im Zusammenhang mit VorbelichtungsefFekten, 
Lichtregulation, Lichtschadigung und Alterungspro- 
zessen steht. Dabei ist zu bedenken, daB nach der 
Trinkwasserverordnung (Verordnung Liber Trink wasser 
und uber Wasser fur Lebensmittelbetriebe vom 5. De- 
zember 1990. BGB1. Bd. I: 2613-2629, 1991) der Ge- 
halt an Herbiziden im Trinkwasser 0,1 ug/1 pro Wirk- 
stoff nicht iiberschreiten darf und daB dies z. B. im 
Falle von Diuron einer Senkung der Quantenausbeute 
um wenige Prozent entspricht 

c) Zum Erreichen einer hohen Genauigkeit bei der Be- 
stimmung der Quantenausbeute uber den Huoreszenz- 
parameter (Fm-F)/Fm konnen zur Detektion sehr klei- 
ner Herbizid-Konzentrationen keine hohen Chloro- 
phyllkonzentrationen eingesetzt werden, da anderen- 
falls durch die Bindung des Herbizids ah eine groBe 
Zahl von Photosystem II-Einheiten die Konzentration 
des freien Herbizids signifikant erniedrigt und dadurch 
das MeBergebnis verfalscht wiirde. Die maximal zulas- 
sige Chlorophytlkonzentration liegt bei ca. 1 ug/ml. 
Bei einer derart niedrigen Chlorophyllkonzentration, 
welche mit dem bloBen Auge kaum als griin wahrzu- 
nehmen ist, ist das SignaJ/Rausch- Verhaltnis der bisher 
gebrauchlichen PAM-Fluorometer, die fur Messungen 
an Blattern entwickelt wurden, bei weitem nicht ausrei- 
chend, um die Berechnung des Quantenausbeute-Para- 
meters (Fm-F)/Fm mit der erforderlichen Genauigkeit 
von ca. 1% zu ermoglichen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, 
die unter (a)-(c) genannten Probleme zu uberwinden und 
daher eine MeBeinrichtung zu schaffen, mit welcher 

a) bei Messung der Fluoreszenzausbeute, F, die Re- 
duktion des primaren Akzeptor Qa in gehemmten Pho- 
tosystem II-Reaktionszentren sichergestellt ist, ohne 
daB gleichzeitig ein signifikanter Teil des primaren Ak- 
zeptor Qa in ungehemmten Photosystem II-Reaktions- 
zentren reduziert vorliegt 

b) groBere unspezifische Variationen in der Quanten- 
ausbeute, welche durch die Vorgeschichte und insbe- 
sondere Vorbelichtungen der untersuchten photosyn- 
thetisch aktiven Probe bedingt sind, nicht grundsatzlich 
die Erfassung kleinerer spezifscher Anderungen der 
Quantenausbeute in Frage stellen, die auf einer par- 
tielle Hemmung von Photosystem II-Reaktionszentren 
beruhen 

c) die MeBempfindlichkeit so hoch ist, daB auch bei 
niedrigen Chlorophyllkonzentrationen die errnittelte 
Quantenausbeute nicht durch die Amplitude des 
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Rauschsignals bei der Bestimmung der Fluoreszenz- 
ausbeuten F und Fm limitiert wird. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch die Merk- 
male der Anspriiche 1-3 gelost. 5 

Die Merkmale der Anspriiche 4-6 geben vorteilhafte 
Weiterbildungen der Erfindung an. 

Dadurch, dafi gemaB Anspruch 1 kurz vor der Messung 
der aktuellen ChlorophyLLfluoreszenzausbeute ein kurzer 
sattigender Lichtblitz gegeben wird, kann sichergestellt 10 
werden, daB in alien gehemmten Reaktionszentren der pri- 
mare Elektronenakzeptor zum Zeitpunkt der Messung redu- 
ziert vorliegL Da dieser Lichtblitz nur eine Lange von ca. 
2 msec besitzt, werden pro Reaktionszentrum und Blitz nur 
ca. 1-2 Elektronen transportiert, so da8 in der sich anschlie- 15 
Benden Zeit vor Messung der Fluoreszenzausbeute den un- 
gehemmten Zentren ein fast vollstandig oxidierter sekunda- 
rer Elektronen akzeptor-Speicher (Plastochinon-Pool mit ei- 
ner Kapazitat fur ca. 15 Elektronen) zur Reoxidation Verfu- 
gung steht. Damit unterscheidet sich dieser kurze sattigende 20 
Vorblitz grundsatzlich von den wesentlich langeren sattigen- 
den Lichtpulsen, welche zur vollstandigen Reduktion des 
gesamten Pholo system II-Akzeptor-Speichers (inklusive 
Plastochinon-Pool) und zur Induktion der maximalen Fluo- 
reszenzausbeute Fm eingesetzt werden. Die Applikation des 25 
sattigenden Vorblitzes ermoglicht nicht nur eine optimale 
Unterscheidung zwischen gehemmten und ungehemmten 
Reaktionszentren, sondem gewahrleistet auch eine auBerst 
schonende Belichtung der photosynthetisch aktiven Probe, 
so daB zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhaltnisses 30 
mehrere Messungen an derseiben Probe gemittelt werden 
konnen. 

Indem gemaB Anspruch 2 zwei identische MeBkammem 
eingesetzt werden, wobei sich in der ersten die zu untersu- 
chende Probe und in der zweiten eine mit reinem Wasser an- 35 
gesetzte Referenzprobe befindet, und indem diese beiden 
Proben vor AuBenlicht geschiitzt die gleiche Behandlung er- 
fahren, so daB ihre Vorgeschichten bei jeder Messung iden- 
tisch sind, wird erreicht, daB auch die Zeit- und Vorbelich- 
tungs-bedingten physiologischen Anderungen der Quanten- 40 
ausbeute im Verlaufe einer MeBserie bei beiden Proben 
praktisch identisch sind. Dies gilt vor allem bei niedrigen 
Herbizidkonzentrationen, wenn die Quantenausbeute pri- 
mar durch die Eigenschaften der ungehemmten photosyn- 
thetischen Einheiten bestimmt wird. Bei Verwendung iden- 45 
tischer Proben in den beiden MeBkammem bleibt das Ver- 
haltnis der beiden Quantenausbeuten (Yl gemessen in der 
MeBkammer 1, und Y2 gemessen in der MeBkammer 2) 
konstant bei 1, wahrend gleichzeitig im Verlaufe einer lan- 
geren MeBserie mit zahlreichen aufeinander folgenden Be- 50 
lichtungszyklen die Quantenausbeuten Yl und Y2 der Ein- 
zelproben um mehrere Prozent absinken konnen. Dagegen 
betrifft eine Absenkung der Quantenausbeute durch Herbi- 
zid-Einwirkung spezifisch nur eine der beiden Proben (in 
der MeBkammer 1), was sich in einer entsprechenden Er- 55 
niedrigung des Verhaltnisses Y1/Y2 ausdruckt, wobei der 
Ausdruck 100-100 Y1/Y2 die prozentuale Hemmung der 
Probe beschreibt In der Praxis entspricht bei standardisier- 
ten MeBproben eine bestimmte prozentuale Hemmung einer 
definierten Konzentration des be kann ten Photosystem EL- 60 
Herbizids Diuron. So kann nach Kalibrierung die Toxizitat 
der zu untersuchenden Wasserprobe in Diuron-Aquivalen- 
ten angegeben werden. 

Indem gemaB Anspruch 3 in beiden MeBkammern Grup- 
pen von synchron angesteuerten LEDs verwendet werden, 65 
die auf die gleichen Punkte in den MeBproben ausgerichtet 
sind, konnen durch Wahl einer ausreichenden Anzahl von 
LEDs die Lichtintensitaten an den Kreuzungspunkten so 



hoch eingerichtet werden, daB im Vorblitz innerhalb von ca. 
2 msec der prirnare Photosystem II-Akzeptor vollstandig re- 
duziert wird und im sattigenden Lichtpuls von ca. 1 sec zur 
Bestimmung der maximalen Fluoreszenzausbeute (Fm) der 
gesamte Photosystem II-Akzeptor-Speicher durchreduziert 
wird. Weiterhin steht dieselbe hohe Intensitat der LEDs 
auch fur die eigentlichen Messungen der Fluoreszenzaus- 
beuten F und Fm zur Verfiigung, so daB ein entsprechend 
starkes Fluoreszenzsignal erzielt wird und das Signal/ 
Rausch-Verhaltnis auch bei geringer Chlorophyllkonzentra- 
tion hoch ist. Da diese Messungen mit Hilfe von MeBlicht- 
pulsen durchgefuhrt werden, kann trotz einer hohen Puis am- 
plitude die Lichtbelastung der photosynthetisch aktiven 
Probe dadurch niedrig gehalten werden, daB die Pulslange 
kurz, der Abstand zwischen zwei aufeinanderfolgenden Pul- 
sen groB und die Anzahl der Pulse gering gewahlt werden. 

Indem gemaB Anspruch 4 die Ansteuerung der LED- 
Pulse mit Hilfe eines vorprogrammierten Mikroprozessors 
erfolgt, wird sichergestellt, daB das komplexe Belichtungs- 
programm mit hoher digitaler Genauigkeit in beiden MeB- 
kammern identisch ablaufl. 

Durch die Verwendung von Kugellinsen, welche gemaB 
Anspruch 5 in geringem Abstand von den FluoreszenzmeB- 
stellen angeordnet sind, wird ein groBer Raumwinkel der in 
alle Richtungeh abgestrahlten Fluoreszenz gesammelt und 
auf den Photodetektor fokussiert Auf diese Weise wird 
nicht nur die Signalamplitude erhoht, sondem auch das Ver- 
haltnis vom Nutzsignal (Chlorophyllfluoreszenz) zum Hin- 
tergrundsignal (gestreutes Anregungslicht und Glas fluores- 
zenz) erhoht. 

Die Verwendung einer PIN-Photodiode als Photodetektor 
gemaB Anspruch 6 ist vorteilhaft, da sich diese bei einer re- 
lativ groBen lichtempfindlichen Rache durch kurze An- 
sprechzeiten auszeichnet und deshalb zur Erfassung der 
durch die usec-MeBlichtpulse angeregten Fluoreszenzpulse 
besonders gut geeignet ist. 

Bevorzugte Anwendungsfelder der vorlie^enden Erfin- 
dung sind die Gewasser- und Trinkwasser-Uberwachung, 
sowie die Pflanzenschutzforschung: Als photosynthetisch 
aktive Systeme, welche aufgrund ihres Chlorophyllfluores- 
zenz verhaltens zur Detektion von Photosynthese-Herbizi- 
den eingesetzt werden konnen, eignen sich sowohL intakte 
Algenzellen, als auch isolierte Protoplasten, Chloroplasten 
und Thylakoide hoherer Pflanzen. Von besonderer prak ti- 
scher Bedeutung ist dabei der Thylakoid-Biotest (Bausch- 
Weis et al. 1994; Trapmann et al. 1998), bei welchem ge- 
friergetrocknete Hiylakoide eingesetzt werden, mit den Vor- 
teilen maxim aler Empfindlichkeit, guter Reproduzierbarkeit 
und leichter Handhabung. Aufgrund der sehr geringen Chlo- 
rophyllmengen, welche fur die Fluoreszenzmessungen mit 
der erfindungsgemaBen MeBeinrichtung benotigt werden, ist 
der Verbrauch der gefriergetrockneten Thylakoide auBerst 
gering (ca. 1 mg pro MeBansatz mit zwei Parallelproben), 
wodurch die Verbrauchskosten dieses Biotests sehr niedrig 
sind. Dadurch, daB mit der erfindungsgemaBen MeBeinrich- 
tung immer die Aktivitaten von zwei Parallelproben vergli- 
chen werden, die aus dem gleichen MeBansatz (z. B. Thyla- 
koid-Suspension) stammen, spielen die absolute Chloro- 
phyllkonzentration und die absolute Pho tosyn these- Aktivi- 
tat nur eine untergeordnete Rolle. So wird praktisch das glei- 
che Ergebnis (ausgedriickt in % Inhibition) erhalten, wenn 
die Chlorophyllkonzentration z. B. halbiert wird oder die 
photochemische Quantenausbeute der Einzelproben z. B. 
durch Alterung auf 50% absinkt Dieser Aspekt ist von be- 
trachtlicher praktischer Bedeutung, da zum Erreichen einer 
hohen Reproduzierbarkeit des biologischen Materials ein 
hoher Auf wand erforderlich ware. SchlieBlich kann hervor- 
gehoben werden, daB die Messungen mit der erfindungsge- 
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maBen Einrichtung sehr schneli und mit geringern experi- 
mentellem Aufwand erfolgen konnen. Durch einen Tasten- 
druck werden die vorprogrammierten Belie htungs- und 
MeBperioden in den beiden MeBkammem ausgelost und in- 
nerhalb von weniger als 10 sec wird das MeBergebnis (% In- 
hibition) angezeigt Messungen mit einer bevorzugten Aus- 
fiihrungsform der erfindungsgemaBen Einrichtung (dem so- 
genannten M Tox-Y-Test Dual Channel Yield Analyzer") un- 
ter Verwendung von gefriergetrockneten, resuspendierten 
Thylakoiden ergaben eine Erfassungsgrenze von 0.1 ug 
Diuron/1 bei Einzelmessungen, welche durch Mittelung 
mehrerer Messungen erniedrigt werden konnte. 

Nachfolgend wird anhand der Zeichnungen eine bevor- 
zugte Ausfuhrungsforrn des erfindungsgemaBen Zweikanal- 
Chlorophyllfluorometers fiir Toxizitat-Biotests beschrieben. 

In den Zeichnungen zeigt 

Abb. 1 ein schematisches Zeitdiagramm der verschiede- 
nen Pulsbelichtungen im Verlaufe einer Messung und der 
parallel dazu verlaufenden Anderungen der Chlorophyll- 
fluoreszenzausbeute, 

Abb. 2 ein Schema der photochemischen Energieum- 
wandlung im Photosystem II und des Elektronentransports 
an der Akzeptorseite, 

Abb. 3 eine Skizze der Anordnung der opto-elektroni- 
schen Bauelemente innerhalb einer MeBkammer, 

Abb. 4 eine Graphik der Beziehung zwischen prozentua- 
ler Inhibition und Diuron-Konzentration in ug Diuron/Liter. 

Abb. 1 zeigt in einem schematischen Zeitdiagramm die 
Abfolge der verschiedenen Pulsbelichtungen im Verlaufe ei- 
ner einzelnen Messung, welche in den beiden MeBkammern 
jeweils mit Hilfe derselben, synchronisierten LEDs durch- 
gefuhrt werden. Parallel dazu sind schematisch die typi- 
scherweise durch diese Belichtungen hervorgerufenen An- 
derungen der Chlorophyll fluoreszenzausbeute wiedergege- 
ben. In der dargestellten Ausfuhrungsforrn sind die Intensi- 
taten der verschiedenen Pulsbelichtungen gleich. Die unter- 
schiedlichen Wirkungsweisen auf die Fluoreszenzausbeute 
des photosynthetisch aktiven Untersuchungs materials erge- 
ben sich aus den Pulslangen und den Zeiten zwischen zwei 
aufeinanderfolgenden Pulsen. Der Vorblitz 1 hat eine Puls- 
lange von 2 msec, welche bei der gegebenen hohen Quan- 
tenstromdichte (ca. 3000 umol Quanten/m 2 s) der vorliegen- 
den Ausfuhrungsforrn ausreicht, um in jedem Photosystem 
n-Reaktionszentrum den primaren Akzeptor Qa zu reduzie- 
ren. Die MeBlichtpulse 2 und 4 sind dagegen nur 5 usee 
lang, so daB die durch einen einzelnen Puis bewirkte Qa-Rc- 
duktion vernachlassigbar klein ist. Der sattigende Lichtpuls 
3 wiederum ist 1 sec lang und reduziert nicht nur den prima- 
ren Akzeptor Qa sondern auch den gesamten sekundaren 
Akzeptorspeicher. Diese vollstandige Reduktion aller Ak- 
zeptoren ist erforderlich fiir die Herbeifuhrung der maxima- 
len Fluoreszenzausbeute Fm. Von zentraler Bedeutung fur 
die Funktionsweise der erfindungsgemaBen MeBeinrichtung 
ist der Vorblitz 1, welcher einen maximalen Unterschied in 
den Fluoreszenzausbeuten von Kontrollprobe und Diuron- 
belasteter Probe bewirkt. Diuron und andere Photosystem 
II-Herbizide binden zwischen dem primaren Elektronen ak- 
zeptor Qa und dem sekundaren Elektronenakzeptor Qb. So 
ist in Gegenwart einer satdgenden Diuron-Menge die Re- 
oxidation des im Licht reduzierten Qa im Vergleich mit ei- 
ner Kontrolle sehr langsam, was sich in einem stark verlang- 
samten Fluoreszenzabfall nach der durch den Vorblitz 1 be- 
wirkten Fluoreszenzerhohung auBert In einer Kontrollprobe 
ist dieser Fluoreszenzabfall erfahrungsgemaB polyphasisch 
und weitgehend innerhalb von ca. 100 msec bis 1 sec abge- 
schlossen. Wenn nun die MeBlichtpulse 2 zur Erfassung der 
Fluoreszenzausbeute F ca. 100 msec nach dem Vorblitz ge- 
geben werden, entspricht die Fluoreszenzausbeute der Kon- 



trolle (FKontroUe = F2) in etwa der Fluoreszenzausbeute vor 
dem Vorblitz 1, wohingegen die Fluoreszenzausbeute der 
Diuronprobe CPDLuron = Fl) in erster Naherung gleicb der 
maximalen Fluoreszenzausbeute Fm isL So ergibt sich fur 
5 die Kontrolle aus der Beziehung Y2 = (Fm-F2)/Fm ein ho- 
her Wert der photochemischen Quantenausbeute, wahrend 
bei der Diuron-gesattigten Probe gilt: Yl = (Fm-Fl)ZFm = 0. 
In diesem extremen Fall ist die prozentuale Hemmung 
100%, entsprechend der Beziehung: Prozentuale Hemmung 

10 = 100-100 Y1/Y2. In der Praxis liegen wesentlich geringere 
Inhibitorkonzentradonen vor, so daB die prozentuale Hem- 
mung in der GroBenordnung von wenigen Prozent ist. 

Abb. 2 zeigt ein Schema der photochemischen Energie- 
umwandlung im Photosystem II und des Elektronentrans- 

15 ports auf der Akzeptorseite von Photosystem IL Dieses 
Schema kann dazu dienen, die Grundlagen der vorliegenden 
Erfindung und insbesondere den kennzeichnenden Teil des 
Anspruchs 1 zu erlautem. In photos ynthetischen Organis- 
men ist das Chlorophyll in Antenneneinheiten organisiert, 

20 an deren Ende die sogehannten Reaktionszentren angeord- 
net sind, an welchen die photochemische Energieumwand- 
lung stattfindeL Im Photosystem II sensibilisiert das spe- 
zielle Chlorophyll P680 den Elektroneniibergang von einem 
Donor D zu dem primaren Elektronenakzeptor Qa, die soge- 

25 nannte Ladungstrennung. Wenn in alien Reaktionszentren 
Qa oxidiert ist, ist die Chlorophyllfluoreszenzausbeute mi- 
nimal, wohingegen die Chlorophyllfluoreszenzausbeute ma- 
ximal ist, wenn in alien Reakdonszentren Qa reduziert ist 
Nach einem satdgenden Lichtblitz, der wie der Vorblitz 1 in 

30 der erfindungsgemaBen MeBeinrichtung in alien Reakdons- 
zentren eine Ladungstrennung durchfuhrt, wird normaler- 
weise Qa innerhalb von 10-100 msec durch den sekundaren 
Akzeptor Qb wieder reoxidiert, von welchem die Elektronen 
in den Sekundaren Akzeptor-Speicher flieBen, so daB nach 

35 100 msec mit Hilfe der MeBlichtpulse 2 eine niedrige Fluo- 
reszenzausbeute gemessen wird. Photosystem II-Herbizide 
wie Diuron verhindern die Reoxidation von Qa durch Qb, so 
daB im Gegensatz zur ungehemmten Kontrolle auch 
100 msec bis 1 sec nach dem Vorblitz 1 die Fluoreszenzaus- 

40 beute maximal ist. Bei der Kontrolle kann dann mit Hilfe der 
MeBlichtpulse 4 eine maxim ale Fluoreszenzausbeute ge- 
messen werden, wenn mit Hilfe des satdgenden Lichtpuls 3 
bei einer Pulslange im sec-Bereich der gesamte Elektronen- 
speicher auf der Akzeptorseite von Photosystem II durchre- 

45 duziert wird. Die Kenntnis der maximalen Fluoreszenzaus- 
beute Fm ist wichtig, um mit Hilfe der Beziehung Y = (Fm- 
F)/Fm die photochemische Quantenausbeute zu berechnen. 
Da es sich bei diesem Ausdruck um das Vernal tnis von Fluo- 
reszenzausbeuten handelt, welche kurz nacheinander an der- 

50 selben Probe gemessen werden, ist Y weitgehend unabhan- 
gig von der Chlorophyllkonzentradon, der absoluten MeB- 
puls amplitude und geometrisch-opdschen Faktoren, welche 
die absolute Signalamplitude beeinflussen. 

Abb. 3 zeigt eine Skizze der Anordnung der opto-elektro- 

55 nischen Komponenten in einer MeBkammer einer bevorzug- 
ten Ausfuhrungsforrn des erfindungsgemaBen Zweikanal- 
Chlorophyllfluorometers. Eine Gruppe von LEDs 5 ist 
kranzformig um einen zylindrischen Probenraum 7 mit 
Glaswanden (Kuvette) angeordnet, so daB sich die LED 

60 Lichtstrahlen in einem Punkt 6 kurz iiber dem Kuvettenbo- 
den kreuzen. Dicht unter dem KiiveUenboden befindet sich 
eine Kugellinse 8, welche einen relativ groBen Raumwinkel 
der in der Probe angeregten Chlorophyllfluoreszenz sam- 
melt und auf den Photodetektor 9 biindelt Die Kugellinse ist 

65 relativ zum Kreuzungspunkt 6 der LED-Strahlen und zum 
Photodetektor 9 so angeordnet, daB sie den Kreuzungspunkt 
6 auf dem Photodetektor abbildet Diese Anordnung fordert 
das Verhaltnis von Nutzsignal (Chlorophyllfluoreszenz) zu 



DE 199 10 436 A 1 



8 



Hintergrundsignal (gestreutes MeBlicht und Glasfluores- 
zenz). Weiterhin ist zwischen der Kugellinse 8 und dem 
Photodetektor 9 ein Farbfilter 10 angeordnet, welches ge- 
streutes MeBlicht absorbiert und die Chlorophyllfluoreszenz 
transmittiert 

In Abb. 4 ist die Beziehung zwischen der prozeritualen 
Inhibition und der Diuron-Konzentration in ug Diuron/Liter 
graphisch dargestellt, wie sie mit einer Ausfuhrungsform 
des erfindungsgemaBen Zweikanal-Chlorophyllfluorome- 
ters (Tox-Y-Test Dual Channel Yield Analyzer) bestimmt 
wurde. Bei MeBwert-Mittelung (n = 10-20) ermoglicht 
diese Einrichtung die Erfassung der % Inhibition mit einer 
Standardabweichung um 0,1% und eignet sich somit zur Er- 
fassung von Diuron-Konzentrationen unterhalb des von der 
Trinkwasserverordnung angegebenen Grenzwerts von 
0,1 ug Diuron/Liter. 

Patentanspriiche 



10 



15 



20 



25 



1. Einrichtung zur Bestimmung der Wasserverunreini- 
gung durch Photosynthese-Herbizide mit Hilfe von 
Messungen der Chlorophyllfluoreszenz und der photo- 
chemischen Quantenausbeute von Photosystem II in 
photos ynthetisch aktiven biologischen Proben unter 
Verwendung von 

a) MeBlichtpuisen im usec-Bereich zur Erfassung 
der Ruoreszenzausbeute und 

b) sattigenden Lichtpulsen im sec-Bereich zur 
Herbeifiihrung der maximalen Fluoreszenzaus- 
beute (Fm) 30 

dadurch gekennzeichnet, daB 

vor der Erfassung der aktuellen Ruoreszenzausbeute 
(F) ein kurzer, starker Lichtblitz (Vorblitz) im msec- 
Zeitbereich (1) appliziert wird, so daB auf jede Photo- 
system II-Einheit mindestens ein Lichtquant fallt, wo- 35 
bei die Zeit zwischen dem Vorblitz (1) und der Erfas- 
sung der aktuellen Fluoreszenzausbeute (2) so bemes- 
sen ist (ca. 1 sec), daB die durch den Vorblitz induzierte 
Fluoreszenzerhohung in ungehemmten Photosystem 
II-Einheiten relaxiert ist, wahrend sie in gehemmten 40 
Photosystem II-Einheiten noch besteht 

2. Einrichtung zur Bestimmung der Wasserverunreini- 
gung durch Photosynthese-Herbizide mit Hilfe von 
Messungen der Chlorophyllfluoreszenz und der photo- 
chemischen Quantenausbeute von Photosystem II in 45 
photosynthetisch aktiven biologischen Proben unter 
Verwendung von 

a) MeBlichtpuisen im usec-Bereich zur Erfassung 
der Fluoreszenzausbeute und 

b) Sattigenden Lichtpulsen im sec-Bereich zw so 
Herbeifiihrung der maximalen Fluoreszenzaus- 
beute (Fm), 

dadurch gekennzeichnet, daB 

fur die Fluoreszenzmessungen zwei identische MeB- 
kammem eingerichtet sind, wobei die eine Kammer die 
biologische Probe im zu untersuchenden Wasser und 
die andere Kammer die biologische Probe in reinem 
Wasser suspendiert enthalt, so daB die Belichtungen 
der bei den Proben zur Bestimmung der Fluoreszenz- 
ausbeuten F und Fm unter identischen Bedingungen er- 
folgen und aus dem Verhaltnis der a us diesen MeBwer- 
ten berechneten photochemischen Quantenausbeuten 
die prozentuale Hemmung der Photosyn these durch die 
in dem zu untersuchenden Wasser enthaltenen Herbi- 
zide berechnet werden kann. 

3. Einrichtungen nach den Anspruchen 1 und 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB als Mittel zur Erzeugung 
der MeBlichtpulse (2 und 4), der sattigenden Lichtpulse 
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(3) und des Vorblitzes (1) in den beiden MeBkammern 
Gruppen von synchron angesteuerten LEDs (5) ver- 
wendet werden, welche jeweils auf den gleichen Punkt 
(6) in den beiden Probenraumen (7) ausgerichtet sind. 

4. Einrichtungen nach den Anspruchen 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Ansteuerung der LED- 
Pulse so wie die Erfassung der Ruoreszenzausbeuten F 
und Fm mit Hilfe eines vorprograrnmierten Mikropro- 
zessors erfolgt, durch welchen die Pulsintensitaten, die 
Pulslangen, dieZeiten zwischen aufeinander folgenden 
Pulsen, die Anzahl der Pulse und die Erfassungszeiten 
der Ruoreszenzausbeuten F und Fm bestimmt werden, 
wobei dieselben LEDs dazu dienen, den Vorblitz (1), 
die MeBlichtpulse (2 und 4) und die sattigenden Licht- 
pulse (3) zur Herbeifiihrung der maximalen Ruores- 
zenzausbeute Fm zu liefern. 

5. Einrichtungen nach den Anspruchen 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB in geringem Abstand von 
den Kreuzungspunkten der LED-Strahlen (6) in den 
beiden Probenraumen (7) jeweils eine Kugellinse (8) 
angeordnet ist, welche die durch das MeBlicht ange- 
regte Chlorophyllfluoreszenz auf den Photodetektor (9) 
fokussiert, der durch ein optisches Filter (10) geschutzt 
ist, welches gestreutes MeBlicht absorbiert und die 
Chlorophyllfluoreszenz transmittiert 

6. Einrichtungen nach den Anspruchen 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, daB als Photodetektor (9) in bei- 
den Probenraumen jeweils eine PIN-Photodiode ver- 
wendet wird. 
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